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AP Action Potential 
mIPSCs miniature Inhibitory Postsynaptic Currents 
sEPSCs spontaneous Excitatory Postsynaptic Currents 
sIPSCs spontaneous Inhibitory Postsynaptic Currents 
VGAT-Venus Vesicle GABA Transporter - Venus 













野では、エタノールが GABA 受容体を介した Cl-電流を増強し、神経活動を抑制するこ
とが報告されている 1,34,46。また、海⾺や扁桃体では、エタノールが電気刺激により誘発




















などが痛覚として伝達される 13。また、脊髄Ⅴ層に存在する Wide Dynamic Range (WDR)
細胞も、痛覚伝達を評価する上で重要であり 47、疼痛モデルの解析によりそれら細胞に
























度（~10 mM）で約 50 mg/dl 以下の⾎中濃度、中濃度(20〜50 mM)で








2. Material and Methods 
2.1 実験動物 









パッチクランプ記録に⽤いる脊髄スライス作成には、2 - 4 週齢の SD ラットまたは、
VGAT-Venus ラットを使⽤した 42,43。ウレタン(1.2 -1.5 g/kg)を腹腔内に投与した後、椎⼸
切除術を⾏った。脊髄を体内から取り出し、腰椎および仙椎領域の脊髄をトリミングした後、
1-3℃で保たれた冷 Krebs 液内に静置した。Krebs 液の組成は以下の通りとした (in mM: 




ッチクランプ法では 300 m とした。脊髄スライスは、36℃の 95% 酸素、5%⼆酸化酸素








光を与えたとき、灰⽩⾊に透ける領域を SG 領域とした。ピペット内液の組成は、EPSCs 記
録時では potassium solution (K-gluconate 135, CaCl2 0.5, MgCl2 2, KCl 5, EGTA 5, Mg-ATP  
5, HEPES 5, pH 7.2)を利⽤した。また、IPSCs 記録時では、Cesium solution (Cs2SO4 110, 
TEA-Cl 5, CaCl2 0.5, MgCl2 2, EGTA 5, ATP-Mg 5, HEPES-CsOH 5, pH 7.2) 内液を使⽤
した。EPSCs および IPSCs の記録では、電位固定法により保持電位をそれぞれ-70 mV と 0 
mV とした。VGAT-Venus 陽性細胞からの膜電位記録は、電流固定法により記録を⾏った。
VGAT-Venus 陽性細胞は、infrared differential interference contrast (IR-DIC) 微分⼲渉顕
微鏡（U-MWIGA3; Olympus）を⽤いて同定し、Venus 専⽤蛍光フィルターを⽤いて蛍光の
確認を⾏った。エタノールなどの薬物は、Krebs 液に混合させ、還流液として作⽤させた。 
神経活動はパッチクランプ増幅器（Axopatch 200B, Molecular Devices)で増幅し、5k Hz
のローパスフィルターを⽤いた。また、サンプリングは 500 kHz で⾏い、Digidata 1322
（Molecular Devices）により A/D 変換を⽤いて 10 ‒ 20 kHz で波形をデジタル値に変換し




2.4 in vivo 動物における脊髄での細胞外記録法 











に、バンドパスフィルターにより 300 ‒ 3000 Hz の間の周波数帯域のシグナルを記録した。
A/D コンバーターなどの装置は、パッチクランプ法と同じ digidata1322 を使⽤し、記録周







統計的有意差は、paired または unpaired t-test を使⽤した。累積分布配列の検定には







3.1 エタノールは SG 神経細胞における抑制性シナプス伝達を増加させた 
まず、エタノールの急性適⽤による脊髄 SG 領域の神経細胞機能への作⽤を検討するため、
脊髄スライス標本を⽤いて３種類の異なる濃度のエタノールを適⽤した際のシナプス伝達
への影響を観察した（低濃度、中濃度、⾼濃度; 10 mM、20 ‒ 50 mM、100 mM）。SG 領域
の神経細胞から⾃発的な sIPSCs が記録することができ、その頻度と振幅はそれぞれ、5.4 
± 1.2 Hz および 39.3 ± 6.3 pA (n = 24)であった(Fig. 1A)。次に、sIPSCs に対するエタノ
ールの急性適⽤の影響を検討した。低濃度のエタノール適⽤では、sIPSCs の頻度と振幅に
有意な影響は⾒られなかった (frequency, 105.9 ± 9.8% of control; amplitude, 101.3 ± 
9.8% of control; n = 8)。⼀⽅、Fig. 1B で⽰すように中濃度のエタノール適⽤では、⼀部の
細胞において sIPSCs の顕著な増加が認められた。この時の sIPSCs の振幅の分布は Fig. 1C
で⽰したように、⼤きな振幅の sIPSCs のイベント(> 25pA)が増加していた。⾃発性 sIPSCs
の decay 時間を解析すると、エタノールを作⽤させる前後で、それぞれ、14.9 ± 4.0 ms と
14.9 ± 5.2 ms であった(Fig. 1C 右上)。また、低濃度から⾼濃度エタノールを適⽤した時に
sIPSCs の頻度が 150%以上増加したものの細胞の割合は、低濃度においては０％、中濃度に
おいては 28.6%、⾼濃度においては 56.5%であった(Fig. 1D)。中濃度のエタノール適⽤によ
り頻度が 150%以上増加した sIPSCs の頻度と振幅はコントロールと⽐較するとそれぞれ
227.5 ± 38.8% および 129.6 ± 17.9% (n = 6)であった。⼀⽅、頻度が 150%以上変化しなかっ
たものの頻度と振幅はコントロールと⽐較するとそれぞれ 107.1 ± 6.2% および 101.9 ± 
5.6% (n=10)であった。⾼濃度のエタノール適⽤では、頻度が 150%以上増加した sIPSCs の
頻度と振幅はコントロールと⽐較するとそれぞれ 254.0 ± 40.1% および 116.6 ± 12.0 % (n=13)
であった。⼀⽅、頻度が 150%以上変化しなかった IPSCs の頻度と振幅はコントロールと⽐



















Figure 1. 脊髄 SG 領域の神経細胞に⾒られる⾃発性 IPSCs に対するエタノールの影響 
(A)  SG 領域の神経細胞において、保持電位 0 mV で⾃発性 IPSCs を記録し、エタノールを
10 mM、20 mM、30 mM、100 mM と急性適⽤させた時の反応例。 
(B)  SG 領域の神経細胞において、保持電位 0 mV で⾃発性 IPSCs を記録したときに 50 
mM のエタノールを急性適⽤した際の細胞の反応例。下図は、時間軸を拡⼤させ、エ
タノールを急性適⽤させた前後での変化を⽐較した波形を⽰す。 
(C)  エタノールを急性適⽤させた前後での、⾃発性 IPSCs の振幅の分布。横軸に振幅(pA)
を、縦軸に⾃発性 IPSCs のイベント数を⽰す。右上の図は、⾃発性 IPSCs の振幅で標
準化した際の⾃発性 IPSCs のカイネティクスを⽐較したトレースを⽰す。 
(D)  各濃度のエタノールにおいて作⽤前後で、⾃発性 IPSCs の頻度が 150%以上増加した
細胞の割合。 
(D, E) 各濃度における神経細胞の⾃発性 IPSCs の頻度、振幅についてエタノール適⽤前を





sIPSCs を引き起こす神経伝達物質には、GABA と Glycine がある。そこで、⾼濃度エタノ
ールにより頻度の増加が認められる sIPSCs が、どちらの神経伝達物質により引き起こされ
ているかについて同定を試みた。Glycine 受容体拮抗薬である strychnine（3 M）または
GABAA 受容体拮抗薬である bicuculine（10 M）を灌流適⽤し、GABA 性と Glycine 性の
sIPSCs を分離したところで、それぞれの拮抗薬存在下で、⾼濃度エタノールにより sIPSCs
の頻度が 150%以上増加した細胞が存在した (Fig. 2) 。Strychnine 存在下で、⾼濃度エタノ
ールを灌流適⽤すると、GABA 性の sIPSCs が増加した (control, 1.1 ± 0.4 Hz; ethanol, 2.3 ± 0.5 
Hz; n = 5) 。次に、bicuculine 存在下で、⾼濃度エタノールを灌流適⽤した際にも Glycine 性
の sIPSCs は増加した (control, 1.8 ± 0.4 Hz; ethanol, 3.3 ± 0.7 Hz; n = 5)。また、strychnine（3 
M）と bicuculine（10 M）両拮抗薬を同時還流すると、sIPSCs は完全に⾒られなくなった。












Figure 2. strychnine または bicuculine 存在下における⾼濃度エタノールの sIPSC に対する効
果 
(A)  電位固定下、保持電位 0 mV、strychnine (3 M) 存在下で sIPSCs を記録した際、⾼濃
度エタノール 100 mM を作⽤させたときの反応例。下図は、エタノール適⽤前後の拡
⼤図を⽰す。 
(B)  電位固定下、保持電位 0 mV、bicuculine (10 M) 存在下で sIPSCs を記録した際、⾼濃
度エタノール 100 mM を作⽤させたときの反応例。下図は、エタノール適⽤前後の拡
⼤図を⽰す。 
(C)  ⾼濃度エタノール(100 mM)を作⽤させた時の、⾃発性 IPSCs の頻度の相対的変化をエ
タノール単独、strychnine 存在下、bicuculine 存在下にて算出した結果( ethanol 単独: n = 






次に、微⼩ IPSCs（miniature IPSCs, mIPSCs）に対して、⾼濃度エタノールの急性適⽤の影
響を検討した。TTX 存在下で、SG 領域の神経細胞から mIPSCs を記録すると、その発⽕頻
度と振幅はそれぞれ、1.9 ± 0.5 Hz および 23.5 ± 2.6 pA であった(n = 16)。まず、中濃度エタ
ノール(30 mM)を急性適⽤させると、１細胞以外で頻度の増加が⾒られなかった(Fig. 3D)。
頻度と振幅の変化率はコントロールと⽐較して、それぞれ 105.6 ± 13.6% ならびに 104.4 ± 
8.4% であった (n = 7)。 
また、⾼濃度エタノールにおいて、微⼩ IPSCs の頻度が 150%以上増加した細胞は存在し
なかった(Fig. 3G)。頻度と振幅の変化率はコントロールと⽐較して、それぞれ 111.1 ± 9.3% 




















Figure 3.  ⾼濃度エタノールの急性適⽤による mIPSCs に対する影響 




(B, C)  SG 領域の神経細胞における mIPSC の発⽣頻度の間隔と振幅をエタノール急性適⽤
前後で⽐較した図。エタノールの急性適⽤では、神経活動間隔と振幅のいずれに対し
ても変化は認められなかった。(Inter event interval; p = 0.56、振幅; p = 0.35) 
(D, E)  中濃度エタノール(30 mM)を急性適⽤した時の、mIPSCs の頻度と振幅の相対的変
化をエタノールの急性適⽤前を 100%とした時の変化割合(n = 7)。 




(G, H)  ⾼濃度エタノール(100 mM)を急性適⽤した時の、mIPSCs の頻度と振幅の相対的変






3.2 エタノールは SG 領域の神経細胞における興奮性シナプス伝達に影響与えない 
 SG 領域の神経細胞で⾒られる sEPSC は、３種類の異なる濃度のエタノールを適⽤した
際のシナプス伝達への影響を観察した（低濃度、中濃度、⾼濃度; 10 mM、20 ‒ 50 mM、100 
mM）。SG 領域の神経細胞から⾃発的な sEPSCs が記録することができ、その頻度と振幅が
それぞれ、9.2 ± 2.4 Hz および 23.7 ± 5.9 pA (n = 14)であった(Fig. 4)。低濃度のエタノール適
⽤では、sEPSCs の頻度と振幅に有意な影響は⾒られなかった (frequency,  104.7 ± 19.5% 
of control; amplitude, 100.2 ± 5.8% of control; n = 7)。⼀⽅、Fig. 4B で⽰すように中濃度
のエタノール適⽤では、⼀部の細胞において sIPSCs の顕著な増加が認められた。中濃度の
エタノール適⽤により頻度が 150%以上増加した sIPSCs の頻度と振幅はコントロールと⽐
較するとそれぞれ 159.2 ± 5.1% および 108.5 ± 6.1% (n = 3)であった。⼀⽅、頻度が 150%以
上変化しなかったものの頻度と振幅はコントロールと⽐較するとそれぞれ 97.4 ± 5.6% およ
び 95.5 ± 6.0 % (n = 12)であった。⾼濃度のエタノール適⽤では、頻度が 150%以上増加した
sIPSCs の頻度と振幅はコントロールと⽐較するとそれぞれ 221.0 ± 35.8% および 100.7 ± 
16.5% (n = 2)であった。⼀⽅、頻度が 150%以上変化しなかった IPSCs の頻度と振幅はコン





















Figure 4.  エタノールは、sEPSCs 対して有意な影響を与えなかった 
(A)   SG 領域の神経細胞において、保持電位-70 mV で⾃発性 EPSCs を記録し、エタノ
ールを 10 mM、20 mM、30 mM、100 mM と急性適⽤させた時の反応例。  
(B)  SG 領域の神経細胞において、保持電位-70 mV で、中濃度エタノール（50 mM）を
急性適⽤した時の反応の典型例。下図は、時間軸を拡⼤させ、エタノールの急性適⽤
前後での波形変化を⽰す。 
(C, D)  各濃度における神経細胞の⾃発性 EPSCs の頻度、振幅についてエタノール適⽤前










および B は IR-DIC 顕微鏡を⽤いたパッチクランプ法での典型的な実験例を⽰す。電流固定
法により、VGAT-Venus 陽性細胞から⾃発発⽕を記録すると、発⽕頻度は 0.7 ± 0.4 Hz (n = 7)
であった。また、中濃度エタノールの急性灌流適⽤により⾃発発⽕が増加する細胞が存在し
た。中濃度エタノールの急性適⽤による発⽕頻度はコントロールと⽐較して、308.8 ± 132.8% 
(p < 0.05, n = 7)であった。電気⽣理学的性質（発⽕頻度、input resistance）の解析を⾏ったが、
エタノール還流投与前後で、変化は観察されなかった（誘発された発⽕頻度 control, 21.3 ± 
4.8 Hz; ethanol, 21.6 ± 5.0 Hz; p > 0.05, n = 7、input resistance, control, 0.8 ± 0.2 MΩ; ethanol, 0.7 












Figure 5.  エタノールは、VGAT - Venus 陽性細胞の活動電位の頻度を増加させた 
(A)  IR-DIC 顕微鏡下により脊髄後⾓細胞に対しガラス電極を接近させている像と（左
図）Venus 蛍光を観察している像（右図）。 
(B)  Venus 陽性細胞に対して、電極から電流注⼊により膜電位を変化させた時の膜電位変
化。 
(C)  Venus 陽性細胞の⾃発性発⽕に対する中濃度エタノール (30 mM)の急性適⽤による代
表的な反応例。 
(D)  ⾃発性発⽕に対するエタノールの急性適⽤の影響をエタノール適⽤前の頻度を 100%









3.4 エタノールは機械刺激に対する WDR 神経細胞の応答を減弱させた 
 ここまでの実験から、エタノールが脊髄後⾓における GABA 作動性神経細胞を興奮させ、
sIPSCs を増加させることが明らかになった。そこで、このエタノールによる抑制性神経細
胞の興奮作⽤が感覚情報伝達に対し、どのような影響を与えるのか検討した。機械侵害受容






された (Fig. 6A, B)。各濃度において、After – Discharged 発⽕の頻度をしたところ、⾼濃度
エタノール(100 mM)で、発⽕頻度の減少が⾒られた(n = 2)。そこで、他の細胞でも解析を⾏
うと、⾼濃度エタノールは、After-Discharged 発⽕を有意に抑制し、刺激中断後 3 秒間およ
び 3~6 秒間の After-Discharged 発⽕を抑制した(0-3 s, 76.0 ± 4.2% of control, n = 13; 3-6 s, 67.0 
± 10.8%, n = 12; p < 0.05) (Fig. 6D)。さらに、After-Discharged 発⽕時間の短縮が⾒られた 

















Figure 6.  エタノールは in vivo での⽪膚への侵害受容刺激による脊髄後⾓における痛覚
伝達を抑制した 
(A)  機械刺激に対する脊髄後⾓の wide dynamic range (WDR)細胞の代表的な応答例。von 




後 3 ~ 6 秒の時間を⽰す。 
(B)  (A)で⽰した細胞から得られた After discharged 発⽕に対するエタノールの灌流適⽤前
後の変化を、機械刺激後 3 秒から６秒の間で、経時的に表した図。 
(C)  各エタノール濃度において、After – Discharged 発⽕の頻度を解析し、⽐較した図(n = 
2)。 
(D)  侵害受容刺激による活動電位の頻度に対する⾼濃度エタノールの効果を、機械刺激

















明らかにした。本研究の主要な発⾒は以下の 3 つである。１) 中濃度以上のエタノールは、
GABA 作動性または Glycine 作動性のシナプス伝達を亢進し、SG 領域の神経細胞に対する
抑制を増強させた。2)  中濃度エタノールは、VGAT-Venus 陽性細胞の活動電位の発⽣を




4.2 エタノールの濃度依存的な SG 領域の介在性神経細胞への影響  
 エタノールの作⽤による酔いや⾏動変化は⾎中エタノール濃度と相関している 2,39。エタ
ノールの⾎中濃度が 10 mM 程度までの低濃度であると、抗不安や陶酔感などの症状が認め
られる。また、15 mM まで⾎中濃度が増加すると、鎮静効果や軽度の運動障害などを⽰す。
さらに 50 mM を超えると、強い鎮静効果と重篤な運動障害を引き起こし、認知機能障害も
引き起こす。過去の動物による⾏動実験でも、⼈と同様なエタノール⾎中濃度で、鎮痛効果
を含めた症状が実証されている 6,8。ラットへ 2 g/kg のエタノールを腹腔内投与した際では、
エタノール⾎中濃度は 2 時間ほどで 20 ‒ 30 mM 程度まで増加し、この濃度において熱刺激
に対する反応潜時が延⻑された 26。 
 本研究においても、脊髄後⾓シナプス伝達においてエタノールの濃度依存的な抑制作⽤












 エタノールは GABAA 受容体を介する抑制性電流を増強することが⽰されている 4。この
シナプス後電流の増強は広い脳領域で観察されている 5,17,35。本研究においても、脊髄後⾓




も 4、脊髄 SG 領域の神経細胞では観察されなかった（Fig. 1B 右上波形参照）。これらのこ
とから、エタノールによる⾃発性 IPSCs の増強反応の成因として、脊髄における抑制性神
経細胞の発⽕亢進作⽤による可能性が⽰された。 











または抑制することが知られている 9,14,16。しかし、脊髄後⾓の神経細胞における BK チャ
ネルの発現量は⾮常に少なく本研究で⾒られたエタノールの作⽤において中⼼的な作⽤点
としては考えにくい 11。別の候補の１つとして、G-protein-coupled inwardly rectifying K+ 
channel も挙げられている 7,19。さらに最近の報告では、プロテインキナーゼ C ⽋損マウス





4.4 エタノールによる WDR 神経細胞での侵害受容性機械刺激誘発 After-discharged 発⽕
の抑制作⽤ 
 エタノールが痛覚情報伝達を抑制するか明らかにするため、in vivo 標本による感覚応答
の抑制作⽤を電気⽣理学的に検討した。中濃度から⾼濃度のエタノールを脊髄後⾓表⾯に

















る。機械刺激中の WDR 細胞は、Aδ 線維などの感覚神経からの直接⼊⼒や、SG 神経細胞
を介した間接的な⼊⼒による情報伝達を受けている 18,32,50。効率的な EPSP の抑制のために
は単発的な IPSP では不⼗分である 22。本研究でのエタノール存在下における⾃発性 IPSCs
の inter-event-interval の数値は 83.0 ± 3.4 ms であり、過去の報告では、C 繊維に由来す
る遅延性の痛覚伝達により引き起こされる興奮性シナプス伝達の半減時間が、40 ms 以下で
ある。これらより、エタノールによる⾃発性 IPSCs では、機械刺激中に⾒られる EPSP に
対する抑制作⽤を⽰すには⼗分な頻度でなかったと考えられる。After-discharged 発⽕は
WDR 細胞の⾃発的発⽕によるプラトー電位と呼ばれる誘発電位により発⽣することから
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